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[摘要] 研究发现活性氧与男性不育具有一定相关性，如何预防过量活性氧的产生和清除过量的活性 

氧是近年研究的热点之一。该文主要综述活性氧对精子的生理及病理作用、精液活性氧的来源及检测方法、 

活性氧对辅助生殖的影响等方面的相关研究进展。 
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Research progress on reactive oxygen species and male infertility SHI胁 一hua，LI Mu-jun．The First Affilia— 
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[Abstract] The study has found that reactive oxygen species has certain correlation with male infertility．How 

to prevent excessive generation of reactive oxygen species and remove excessive reactive oxygen species is one of the 

hot spot of the research in recent years．This article reviews the research progress on the effect of reactive oxygen spe— 

cies on sperm physiology and pathology，the source and detection methods of the semen reactive oxygen species，the 

effect of reactive oxygen species on assisted reproduction and SO on． 
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活性氧(reactive oxygen species，ROS)是指机体 

内或者 自然环境中化学性质活泼、氧化能力很强的 
一 类含氧物质，是机体组织正常的有氧代谢产物，主 

要包括过氧化氢(H 0 )、过氧化阴离子(0 一)、羟 

基(一OH)、活性氮类(NO等)等，具有核外不匹配 

对电子，能与任何分子发生氧化反应 ，从而改变后者 

的结构及功能。研究表明，许多疾病如乳腺癌、红斑 

狼疮、细菌感染、男性不育等与氧化应激损伤有着直 

接或间接的关系⋯。据中国人 口协会 2012年的调 

查显示，我国不孕不育患者目前已超过 4 000万，其 

中男方因素占40％左右，其中，过量的 ROS引起的 

氧化应激损伤在男性不育病因上占很大的比例 J。 

本文对ROS在男性不育方面的影响的研究进展综 

述如下。 

1 ROS对精子的作用 

1．1 ROS对精子的生理作用 研究表明，生理水 

平的 ROS是必需的，ROS在维持男性生殖生理功能 

如细胞信号转导、激素的产生、精子获能、顶体反应 

以及精子活力等方面发挥着重要作用 ]。精子获 

能与精子尾部尤其是尾部中段的酪氨酸磷酸化水平 

密切相关，通过影响胞内环磷酸腺苷(cAMP)水平 

及脂质过氧化作用促进精子与卵母细胞的透明带结 

合，促进精子蛋白酪氨酸磷酸化一去磷酸化作用 J。 

如果阻断 ROS的生成，精子将无法获能。ROS可能 

在许多不同的细胞类型中作为第二信使，它们亦是 

精子功能的重要调节子 。 

1．2 ROS对精子的病理作用 ROS超过了机体抗 

氧化体系的还原能力时，机体即处于氧化应激状态， 

这将破坏细胞的 DNA、蛋白质和脂类，促使细胞基 

因、结构及功能受损，甚至导致细胞死亡。所有的细 

胞组分如脂类、蛋白质、核酸、糖类等都是 ROS潜在 

的靶分子。ROS引起的损伤作用不仅仅在于 ROS 

的性质和数量，还取决于ROS接触的时刻和持续时 

间，以及温度、氧浓度和周围环境成分等细胞外部 

因素。 

1．2．1 ROS对精子膜脂质过氧化的损伤 精子膜 

是细胞外层结构，其富含多聚不饱和脂肪酸、丰富的 

线粒体和极少的细胞浆，易受 ROS的攻击并引发精 



· 488· Chinese Joumal of New Clinical Medicine
．May 2013．Volume 6．Number 5 

子膜上脂质过氧化反应，使脂肪酸失去双键，产生大 

量脂类过氧化物，特别是醛式产物(如丙二醛等)， 

使精子膜的流动性、完整性遭到不同程度的破坏，膜 

通透性增加，失去对参与精子运动调控的有关胞内 

离子浓度的调节能力，导致精子运动能力下降甚至 

丧失，而质膜拓扑结构的破坏将导致精子缺陷数增 

高，影响精子获能和顶体反应，从而影响精子着床 

能力。 

1．2．2 ROS对精子线粒体的损伤 氧化应激在早 

期过程中可导致精子线粒体膜电位下降 ]，引起精 

子线粒体脱落，数量减少，能量合成降低、精子线粒 

体膜脂质过氧化以及核基因组的DNA损伤，这不但 

影响线粒体膜上呼吸链和产生腺苷三磷酸酶系正常 

功能的发挥，还影响到线粒体呼吸功能所必需的 

DNA编码蛋白的合成，甚至导致胚胎着床前发育不 

良、早期流产率升高、子代基因缺陷、不育和肿瘤 

等 。有研究者提出线粒体基因突变与男性不育 

相关，但突变是否由ROS所致，有待进一步研究。 

1．2．3 ROS对精子 DNA的损伤 正常情况下，精 

子 DNA因鱼精蛋白的紧密包装而避免氧自由基的 

攻击，而不育男性通常呈现核染色质组装缺陷，易于 

遭受 ROS的攻击。将精子置于人工产生的ROS中 

能引起 DNA损伤，包括碱基被修饰，产生无碱基位 

点、缺失、移码、DNA交联以及染色体重排 J。ROS 

可引起高频率的单股和双股 DNA断裂 J。精子在 

体外与 ROS共同孵育，可显著增加 DNA断裂片段， 

甚至加速生殖细胞凋亡，导致精液质量明显下 

降 。̈。。而过量ROS诱发精子DNA损伤后，会降低 

受精率、破坏植人前的胚胎发育、试管婴儿的活产率 

呈负相关等。目前对 ROS引起精子DNA损伤的确 

切机制，亦需进一步研究。 

1．2．4 ROS对蛋白质及运动功能的影响 蛋白质 

广泛存在于细胞内外，因而极易受到 ROS攻击伤 

害，尤其是一些含有 一SH并且对维持或实现该蛋白 

正常功能至关重要的蛋白质。一SH被氧化后可使 

体内许多蛋白的酶活性降低，甚至丧失¨̈ 。ROS对 

蛋白质的伤害作用包括氨基酸氧化修饰、肽的折断、 

羧基生成和蛋白质一蛋白质交联等。ROS可抑制精 

子蛋白酪氨酸磷酸化一去磷酸化作用以及与运动有 

关的许多重要的酶活性，或使其活性部位遭破坏，干 

扰精子的正常运动功能。 

2 精液中ROS的主要来源及造成 ROS高水平的 

因素 

2．1 ROS的产生 生殖系统和精液中影响精子活 

力的ROS，主要是由精子、生精细胞及白细胞产生。 

其中，精子及白细胞是 ROS的主要来源。(1)来 自 

精子的 ROS。目前认为精子中的 ROS通过两种途 

径产生：一种是通过精子线粒体呼吸链的一系列氧 

化反应产生，这是不育男性精液 ROS的主要来源； 

另一种是存在于精子膜上的还原型烟酰胺腺瞟呤二 

核苷酸磷酸氧化酶(NADPH)与其产物反应生成 

ROS。形态异常精子和未成熟精子是非白细胞精子 

症中 ROS的主要来源。未成熟精子产生的过量 

ROS可能是导致男性不育的重要原因。(2)来 自白 

细胞的ROS。白细胞存在于每一份精液中，与外在 

ROS产生呈正相关，但与内在 ROS产生关系较小。 

产生 ROS机制可能是这类细胞缺乏 0【．糖苷酶和 ŷ． 

谷胱甘肽转移酶，细胞内还原型谷胱甘肽的生成不 

足，ROS产生增多。 

2．2 ROS水平升高的因素 

2．2．1 不良生活习惯 研究显示，吸烟及酗酒者的 

氧化应激水平均高于不吸烟、不酗酒者。主要表现 

在精子的数量和质量下降，DNA的损伤比例增多以 

及精液中ROS浓度的升高  ̈，”J。另外，剧烈运动时 

肌肉组织消耗大量氧、肥胖者脂肪组织释放抗炎因 

子 、长期久坐以及精神因素等均有不同程度的导 

致 ROS大量生成，最终造成精子损伤。 

2．2．2 环境因素 (1)物理因素：电磁辐射会干扰 

动物精子细胞成熟、贮存、睾丸中酶活性，甚至破坏 

精子膜。电脑辐射可使精液 ROS含量增高，改变精 

子形态和受精功能  ̈。低强度微波辐射可能引起 

脂质过氧化水平增高而对雄性小 鼠有生殖毒性作 

用。光照射会使精子的ROS上升，最终会干扰精子 

的运动和受精能力  ̈，不同波长光照射与精子ROS 

的产生量有关。(2)化学因素：广泛应用于玩具、清 

洁剂、香皂和洗发液等数百种产品的化学物质一邻 

苯二甲酸酯，可通过饮食、皮肤或呼吸系统被吸人人 

体内，损害人体内分泌系统及生殖系统。给大鼠喂 

食邻苯二甲酸酯，结果显示睾丸 ROS生成量明显增 

加，同时伴随抗氧化物水平降低和精子畸形。杀虫 

剂、除草剂、防腐剂等均可刺激 白细胞生成更多 

ROS。暴露于重金属(如铬、铅等)激发睾丸氧化应 

激反应导致精子DNA损伤。电焊工、油漆工及其伴 

侣的不孕不育率与正常人相比较高，可能原因是过 

量摄人这些金属挥发物导致精子 DNA氧化应激 

损伤。 

2．2．3 疾病因素 (1)感染：革兰阳性及阴性菌， 

支原体、衣原体等引起的泌尿生殖道感染，可引发白 
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细胞趋化反应 ，释放大量的 ROS导致氧化应激。病 

毒感染可使精子发生氧化应激损伤，如巨细胞病毒、 

人类免疫缺陷病毒(HIV)、单纯疱疹病毒(HSV)等。 

乙型、丙型肝炎病毒感染虽然引发肝细胞氧化应激 

反应，但其精子活力是降低的-1 。另外，引发全身 

性氧化应激反应的一些慢性感染疾病(如麻风、疟 

疾)虽然没有其与精子氧化应激关系的确切报道， 

但男性生殖系统属于全身系统的一部分，不能将其 

排除。(2)自身免疫性疾病：氧化应激损伤被认为 

是输精管结扎后不育的原因之一。因结扎后精液中 

自细胞产物 C．干扰素、白细胞介素．8(IL一8)和肿瘤 

坏死因子(TNF)释放使 ROS明显增多，从而诱发精 

子细胞膜脂质发生过氧化反应，导致精子膜功能受 

损。另有报道 B̈' 显示慢性非细菌性前列腺炎患 

者精液中促炎因子和 ROS水平明显升高，并存在着 

对精子或前列腺抗原的自身免疫反应，引发这一反 

应的具体机制尚不明确。(3)精索、睾丸疾病：精索 

静脉曲张(varicocele，vc)是引起男性不育的常见原 

因之一。I临床诊断为VC患者，精液ROS偏高，精子 

抗氧化能力降低-20]。精索静脉曲张结扎后，精液 

ROS水平明显下降，精子活力提高，精子DNA的完 

整性能够得到显著提高 。睾丸扭转导致的缺血 

再灌注，可使睾丸白细胞活化生成大量 ROS，进而 

发生氧化应激反应使干细胞坏死从而造成不育-2 。 

(4)特发性不育：即无明显病因的男性不育，主要由 

Y染色体缺失和氧化应激导致。Kumar等 2 报道 

精液高水平 ROS和精浆中抗氧化物质的降低是引 

发这类患者不育的重要因素。(5)慢性疾病：如糖 

尿病患者由于精子生成过程受阻和勃起功能障碍， 

生殖能力受到影响。动物实验发现，在糖尿病发病 

初期6周内大鼠睾丸内氧化应激反应显著增加。一 

些血液病，如 B一地中海贫血患者与正常人相比，由 

于多次输血导致铁超负荷，而铁是强氧化剂，因此引 

发较高程度的全身氧化应激反应。 

2．2．4 医源性因素 精液处理是辅助生殖技术 

(assisted reproductive technology，ART)的重要方面。 

ART应用离心、去除精浆、冷冻等技术导致 ROS产 

生。 

3 ROS水平检测方法 

ROS的研究方法有脉冲射解、快速停流、顺磁 

共振和自旋搜集技术等，然而这些技术所需要的仪 

器十分昂贵，且操作较复杂，因此难以普及。目前临 

床常用的、简单的、便捷的检测 ROS水平方法有以 

下几种。 
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3．1 丙二醛(malondialdehyde，MDA)含量检测 

MDA是ROS攻击细胞膜产生的主要脂质过氧化产 

物，检测MDA可间接反映 ROS对精子及生殖系统 

的损害程度。最常用的是硫代巴比妥酸(thiobarbi— 

tudc acid，TBA)比色法，MDA可与 TBA缩合，形成 

红色产物，在 532 nm处有最大吸收峰。该方法快 

速、简便，缺点是 TBA对 MDA反应并不具有专一 

性，缺乏特异性。另外，高效液相色谱法(high per- 

formance liquid chromatography，HPLC)则特异性好， 

灵敏度高，可有效分离 MDA与TBA的反应复合物， 

并可定量检测，缺点是分析成本高，仪器价格及 日常 

维护费用贵。 

3．2 精浆超氧化物歧化酶(SOD)活性检测 通过 

黄嘌呤氧化酶反应系统产生超氧阴离子 自由基，后 

者氧化羟胺形成亚硝酸盐，在显色剂的作用下呈现 

紫红色，用可见光分光光度计测其吸光度。当被测 

样品中含 SOD时，则对超氧阴离子 自由基有专一的 

抑制作用，使形成的亚硝酸盐减少，比色时测定管的 

吸光度低于对照管的吸光度，通过公式计算可求出 

被测样品中的 SOD活性。该方法快速、简便、稳定 

性好。 

3．3 化学发光法检测 该法灵敏度高、线性范围 

宽、仪器设备简单、操作方便、分析快速和容易实现 

自动化等。目前世界上最灵敏、最先进的两个发光 

体系是鲁米诺(Lumino1)发光体系和吖啶类化学物 

发光体系。其中，鲁米诺是最早发现和应用最多的 

化学发光化合物。精子生成ROS时伴有弱光，加入 

冷光剂鲁米诺，ROS可将能量转移给鲁米诺，使鲁 

米诺处于激发状态，当其恢复基态时产生化学光，可 

检测各类氧自由基(O。一，H O 和OH一等)。另外 

添加酵母多糖或 FMLP探针可检测白细胞产生的 

ROS，但是存在测定选择性差的缺点。而 Lucigenin 

(光泽精)是第一个被发现有化学发光性质的吖啶 

类化学物，也是目前除鲁米诺以外常被用作研究精 

子产生 ROS的探针。它能在细胞色素 P450还原酶 

和NADPH(或者细胞色素b5还原酶和NADH)存在 

下，与超氧阴离子反应产生一个不稳定的环氧丙烷 

二聚体，该二聚体分解产生发光信号。只有在超氧 

活性自由基(主要是超氧阴离子)存在下才发生发光 

现象。该方法的缺点是白细胞和精子均产生0 一， 

但是许多实验证实 Lucigenin作为一个非特异的氧 

化还原反应分子标志物，作为精子功能缺陷的检测 

指标是有临床价值的。 
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4 ROS对 ART的影响 

近十多年来，人类 ART得到飞速发展，而 ART 

中ROS水平升高是一个不可忽视的问题，保持精子 

环境中ROS产物在较低水平能够改善卵胞浆内单 

精子注射技术(intracytoplasmic sperm injection，Ic． 

sI)的结局；同样在体外受精 (in vitro fertilization， 

IVF)治疗中，高水平的ROS将导致受精能力低下。 

4．1 精子制备技术的影响 精子制备技术中的反 

复离心可能导致用于 ART的精子悬液中ROS产量 

过高。 

4．2 精子冷冻与复苏过程的影响 研究证明，精子 

冷冻过程中可产生大量 ROS，且精浆总抗氧化能力 

受损。而在精子解冻后，ROS水平高的精液其活率 

更低，精子冷冻过程 中可产生大量 ROS，导致的 

DNA损伤与早期胚胎死亡也有相关性。 

4．3 对受精卵的影响 氧化应激诱导的精子损伤 

不仅可影响精子进入后的卵母细胞，围绕卵母细胞 

周围的缺陷精子也可能影响卵母细胞及胚胎在体外 

的发育。由于卵细胞内有完备的抗氧化酶系，具有 

较强的抗氧化保护能力，ROS对受精卵造成的影响 

尚需要进一步研究。 

5 RoS的清除措施 

5．1 内部清除措施 男性精液存在着抗氧化系统 

(total antioxidant capacity，TAC)，主要有两类 自由基 

防御系统：一类是酶抗氧化系统，包括 SOD、过氧化 

氢酶(CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH—Px)及硫氧 

还蛋白(Trx)等；另一类是非酶促防御系统，包括维 

生素 C、维生素 E、谷胱甘肽(GSH)、硫辛酸(LA)、 

褪黑素(MLT)、微量元素(铁、锌等)，它们对清除自 

由基、保护细胞及机体起重要作用。抗氧化防御体 

系主要通过与金属离子形成螯合作用，阻止氧自由 

基引发链式反应并阻断损伤性物质的进一步反应。 

5．2 外部清除措施 (1)改掉不良的生活习惯：如 

戒烟、戒酒等。(2)服用抗氧化剂-2 ：如维生素 C、 

维生素E、GSH、辅酶 Q-10等。近年来，左卡尼汀作 

为一种抗氧化剂，具有促进精子发生及成熟、提高精 

浆抗氧化水平等重要作用，成为男性生殖治疗的新 

热点。对氧磷酶一1(paranoxonase一1，PON一1)可阻止 

低密度脂蛋白氧化，其活性与脂质的过氧化发生有 

密切关系。另外，许多中草药具有抗氧化作用，如淫 

羊藿等中药含有的黄酮是广谱ROS清除剂。 

5．3 精子培养措施 除未成熟的睾丸或附睾精子 

需要较长时间孵育外，成熟精子应尽量减少体外放 

置时间。另外，在基础培养液中添加抗氧化酶及抗 

氧化剂如GSH、辅酶 Q一10等 引。 

5．4 精子优选措施 目前较常用的有密度梯度离 

心法、上游法等。在密度梯度离心法处理精液时试 

管内液体一般不超过6 ml，精液与培养液的比例一般 

在 1：1，并且注意对离心力和离心时间的适时调整。 

电泳法不仅能去除污染细胞如白细胞，而且能保持 

精子的活力、正常形态率，减少精子 DNA损伤。另 

外，磁性细胞分离法(magnetic activated cell sorting． 

MACS)是一种简单快速的分类系统，可分离并排除 

精子悬液中的白细胞 。 

5．5 精子冷冻措施 在培养基和冷冻保护剂中添 

加抗氧化物(如过氧化氢酶等)可预防 ROS产生的 

冻融损伤。精液优选后再冷冻保存，在保持良好线 

粒体膜电位的同时，也可减少 ROS生成。 

6 展望 

氧化应激对男性生殖的影响是复杂、多机制的。 

虽然现在抗氧化剂已在临床广泛应用，但高剂量的 

某些抗氧化剂可能具有胚胎毒性和致畸作用，且单 

用一种抗氧化物疗效并非最佳。另外，目前 ROS的 

检测未列人常规的精液检测，因此如何建立常规的、 

灵敏的氧化应激检测系统，规范抗氧化剂治疗的剂 

量和疗程，在 ART治疗过程中如 ART中如何挑选 

正常与优质的精子以提高成功率并保证子代发育健 

康，建立抗氧化剂的最佳组合等有待进一步研究。 
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[摘要] Th22细胞亚群是新发现的一类 T细胞亚群，分泌白细胞介素．22、白细胞介素．13、白介素一6等 

细胞因子，而不产生干扰素一 、白细胞介素-4和白细胞介素．17。其功能主要通过白细胞介素一22来实现，介导 

炎症反应、自身免疫性疾病、肿瘤等的发生发展，在机体免疫调节、宿主防御及组织修复中发挥重要作用。该 

文对 Th22细胞的研究进展作一简要综述。 
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